


























ANÁLISIS MUTACIONAL DEL EXTREMO C-TERMINAL DE LA  
α-1,3-GALACTOSILTRANSFERASA BOVINA: 
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α3GT:  UDP-Gal:Galβ1→4GlcNAcβ-R α3-galactosiltransferasa  
aa:  Aminoácido 
DNA:  Ácido desoxiribonucleico 
ANTS:  Ácido 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfónico  
BB 1x:  Tampón binding buffer 1x: 20mM Tris-HCl, 0.5M NaCl pH 7.9 
BSA:  Albúmina de suero bovino  
CCF:  Cromatografía de capa fina  
cDNA:  ADN complementario 
EOF:  Flujo electroosmótico 
F:  Factor de respuesta 
FACE:  Fluorophore Assisted Capillary Electrophoresis  
GTs:  GlicosilTransferasas 
HK:  Tampón HK 1x 
HPCE:  High Performance Capillary Electrophoresis  
HPLC:  High Performance Liquid Chromatography 
IPTG:  Isopropiltiogalactósido 
LDH:  Lactato DesHidrogenasa  
LgtC:  α4GT 
MCS:  Multiple Cloning Site 
MS:  Mass spectrometry  
MW:  Molecular Weight  
PK: Pyruvate Kinase  
PP:  Fracción periplasmática 
Rf:  Parámetro cromatográfico  
RNA :  Ácido ribonucleico  
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida, en condiciones 
desnaturalizantes (con SDS) 
TEA:  Trietilamina  
TMS:  Tetrametilsilano 
TsPNa:  2,2,3,3-tetradeutero-3-(trimetilsilil)-propionato sódico 
UDP:  uridin difosfato  
Wt:  Wild Type (enzima salvaje) 
UDP-Gal/Gal-UDP:  uridin difosfo galactosa 
UDP-Gal*/Gal-UDP*:Disolución de UDP-Gal en el que se ha mezclado 
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Enzima Gen / Cromosoma Humano Fuente 
β-1,4-galactosiltransferasa        B4GALT1 / 9p13 obicuo 
β-1,4-galactosiltransferasa        B4GALT2 /1p34-p33 obicuo 
β-1,4-galactosiltransferasa        B4GALT3 / 1q21-q23 obicuo 
β-1,4-galactosiltransferasa        B4GALT4 / 3q13 obicuo 
β-1,4-galactosiltransferasa        B4GALT5 / 20q13 obicuo 
β-1,4-galactosiltransferasa        B4GALT6 /18q11 médula ósea, cerebro, 
mamas, pulmones, 
páncreas, piel, embrión. 
β-1,4-galactosiltransferasa        B4GALT7 / 5q35 obicuo 
β-1,3-galactosiltransferasa        B3GALT1 / 2q14 células germinales, 
cerebro 
β-1,3-galactosiltransferasa        B3GALT2 / 1q31 sangre, huesos, cerebro, 
colon, corazón, páncreas, 
piel, embrión, pulmones, 
sistema nervioso, próstata. 
β-1,3-galactosiltransferasa        B3GALT3 / 3q25 vejiga, huesos, cerebro, 




testículos, prepucio, útero, 
embrión 





β-1,3-galactosiltransferasa        B3GALT5 / 21q22 mamas, colon, páncreas, 
testículos, sistema 
nervioso. 
β-1,3-galactosiltransferasa        B3GALT6 / 1 obicuo 
β-1,3-galactosiltransferasa        B3GALT7, C1GALT1 / 7 médula ósea, cerebro, 
colon, células germinales, 
riñones, páncreas, 
placenta, intestino 
delgado, estómago, útero. 
α-1,3-galactosiltransferasa         ABO / 9q34 sangre, colon. 
α-1,4-galactosiltransferasa        A4GALT1 / 22q13 obicuo 
Cer galactosiltransferasa        CGT / 4q26 cerebro, riñones 
α-1,3-galactosiltransferasa        Ggta 1 / de ratón embrión, corazón, 
pulmones, glándulas 
mamarias, páncreas, 
glándulas salivares, piel, 
útero, bazo. 
α-1,3-galactosiltransferasa        (iGB3s) / de rata pulmones, útero, pituitaria, 
timo, músculo esquelético, 
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Región flexible Enzima (especie) 
GTs de mamíferos con inversión de configuración 
β4Gal-T1 A 
(GT7) 
DXD 313-316, 345-365 β-1,4-galactosiltransferasa I  
(Bos taurus) 
GnT I A 
(GT13) 








DXD 150-162 β-1,3-glucoroniltransferasa P 
(Homo sapiens) 
GTs de mamíferos con retención de configuración 
EXTL2 A 
(GT64) 




DXD 358-368 α-1,3-galactosiltransferasa  
(Bos taurus) 
GT-A  A 
(GT6) 




DXD 179-194 α-1,3-galactosiltransferasa B  
(Homo sapiens) 
GTs de microbios y bacteriofago con inversión de configuración 
SpsA A 
(GT2) 








ninguno  β-glucosiltransferasa (fago T4) 
MurG B 
(GT28) 




ninguno  β-glucosiltransferasa  
(Amycolaptosis orientalis) 
GTs de microbios con retención de configuración 
LgtC A 
(GT8) 
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GT Donador Aceptor Producto 
α3GT UDP-Gal βGal1,4βGlc(NAc)-R αGal1,3βGal1,4βGlc(NAc)-R 
iGb3 UDP-Gal βGal1,4βGlcβ-ceramida αGal1,3 βGal1,4βGlcβ-ceramida 
GT-B UDP-Gal αFuc1,2βGal1,4βGlcNAc-R αGal1,3αFuc1,2βGal1,4βGlcNAc-R 
GT-A UDP-GalNAc αFuc1,2βGal1,4βGlcNAc-R αGalNAc1,3 
αFuc1,2βGal1,4βGlcNAc-R 
Forss-S UDP-GalNAc βGalNAc1,3αGal-R αGalNAc1,3βGalNAc1,3αGal-R 

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Nº de residuos % 
"Gaps" 
Score % de 
similitud 
Bos taurus             AAA30558 368 0.0  2008.0 100,0 
Felis catus            AAN86555 370 0.5  1732.0 86,3 
Sus scrofa             AAA73558 371 1.3  1694.0 84,4 
Callithrix jacchus     AAL93214 376 2.1  1687.0 84,0 
Cebus apella           AAK56499 375 2.4  1679.0 83,6 
Callithrix sp.         CAD19040 376 2.2  1675.0 83,4 
Sus scrofa             AAA58775 359 4.6  1581.0 78,7 
Mus musculus          AAA37711 371 0.8  1510.0 75,2 
Rattus norvegicus 
BDIX 
AAM74957 371 0.0  1319.0 65,7 






Especie              GenBank/PepBank  
      
                Señal  Anclaje a membrana                            
Bos taurus             MNVKGKVILS MLVVSTVIVV FWEYIHSPEG SLFWINPSRN PEVGGSSIQK 
Callithrix jacchus     MNVKGKVILS MLVVSTVIVV FWEYINSPEG SFLWIYHSKN PEVDDSSAQK 
Callithrix sp.         MNVKGKVILS MLVVSTVIVV FWEYINSPEG SFLWIYHSKN PEVDDSSAQK 
Cebus apella           MNVKGKVILS MLVVSTVIVV FWEYINSPEG SFLWIYHSKN PEVDDS.AQK 
Felis catus            MNVKGRVVLS MLVVSTVIVV FWEYINSPEG SFLWIYHSKN PEVGDSSTQK 
Sus scrofa             MNVKGRVVLS MLLVSTVMVV FWEYIN.... ........RN PEVG.SSAQR 
Sus scrofa             MNVKGRVVLS MLLVSTVMVV FWEYINSPEG SLFWIYQSKN PEVG.SSAQR 
Mus musculus           MNVKGKVILL MLIVSTVVVV FWEYVNSPDG SFLWIYHTKI PEVGENRWQK 
Rattus norvegicus BDIX .MVTMPQDLH VKVSMSRSKS ETSLLSSRSG SQEKIMNVKG KIILSVLMVS 
Ovis aries             .......... .......... .......... .......... .......... 
Consenso               mnvkg.v.l. ml.vstv.vv fwey..s..g s...i...k. pev.....q. 
        
                Dominio catalítico  
                                                      80->         
Bos taurus             GWWLPRW.FN NGYHE...ED GDINEEK... .EQRNEDES. KLKLSDWFNP 
Callithrix jacchus     GWWFPGW.FN NGIHNYQQEE EDTDKEKGRE EEQRKEDDTT ELRLWDWFNP 
Callithrix sp.         DWWFPGW.FN NGIHNYQQEE EDTDKEKGRE EEQKKEDDTT ELRLWDWFNP 
Cebus apella           GWWFPDW.FN NGIHNYQQEE EDIDKEKGRE EEQRKEDDTT ELQLWDWFNP 
Felis catus            GWWFPSW.FN NRTHSYP.EE EAVDEG.... DEQRKEN.SE ELQLSDWFNP 
Sus scrofa             GWWFPSW.FN NGTHSYHEEE DAIGNEK... .EQRKEDNRG ELPLVDWFNP 
Sus scrofa             GWWFPSW.FN NGTHSYHEEE DAIGNEK... .EQRKEDNRG ELPLVDWFNP 
Mus musculus           DWWFPSW.FK NGTHSYQEDN VEGRREK... ..GRNGDRIE EPQLWDWFNP 
Rattus norvegicus BDIX TVLVVFWEYV NRTHSYQEED IERAREK... ..GRNGDSIV EPQLWDWFNP 
Ovis aries             .......... .......... .......... .......... .......... 
Consenso               .ww.p.w.f. n..h.y..e. .....ek... ...r..d... e..l.dwfnp 
 
                                                                        
Bos taurus             FKRPEVVTMT KWKAPVVWEG TYNRAVLDNY YAKQKITVGL TVFAVGRYIE 
Callithrix jacchus     KKRPEVVTVT KWKAPVVWEG TYNKAILENY YAKQKITVGL TVFAIGRYIE 
Callithrix sp.         KKRPEVMTVT QWKAPVVWEG TYNKAILENY YAKQKITVGL TVFAIGRYIE 
Cebus apella           KKRPEVVTVT KWKAPVVWEG TYNKAILENY YAKQKITVGL TVFAIGRYIE 
Felis catus            QKRPDVVTVT EWKAPVVWEG TYNKAILENY YARQKITVGL TVFAVGRYIE 
Sus scrofa             EKRPEVVTIT RWKAPVVWEG TYNRAVLDNY YAKQKITVGL TVFAVGRYIE 
Sus scrofa             EKRPEVVTIT RWKAPVVWEG TYNRAVLDNY YAKQKITVGL TVFAVGRYIE 
Mus musculus           KNRPDVLTVT PWKAPIVWEG TYDTALLEKY YATQKLTVGL TVFAVGKYIE 
Rattus norvegicus BDIX KNRPEVLTVT PWKAPIVWEG TYDTALLEKY YARQKITVGL TVFAVGKYIE 
Ovis aries             .......... .......... .......... .......... .......... 
Consenso               ..rp.v.t.t .wkap.vweg ty..a.l..y ya.qkitvgl tvfavg.yie 
 
                                                                        
Bos taurus             HYLEEFLTSA NKHFMVGHPV IFYIMVDDVS RMPLIELGPL RSFKVFKIKP 
Callithrix jacchus     HYLEEFVTSA NRYFMVGHKV IFYVMVDDVS KVPFIELGPL RSFKVFEVKP 
Callithrix sp.         HYLEEFVTSA NRYFMVGHKV IFYVMVDDVS KAPFIELGPL RSFKVFEVKP 
Cebus apella           HYLEEFVTSA NRYFMVGHKV IFYVMVDDVS KVPFIELGPL RSFKVFEVKP 
Felis catus            HYLEEFLISA NRYFMVGHKV IFYIMVDDVS KMPLIELGPL RSFKVFEIKP 
Sus scrofa             HYLEEFLISA NTYFMVGHKV IFYIMVDDIS RMPLIELGPL RSFKVFEIKS 
Sus scrofa             HYLEEFLISA NTYFMVGHKV IFYIMVDDIS RMPLIELGPL RSFKVFEIKS 
Mus musculus           HYLEDFLESA DMYFMVGHRV IFYVMIDDTS RMPVVHLNPL HSLQVFEIRS 
Rattus norvegicus BDIX HYLEDFLESA NKYFMVGHRV IFYVMMDDTS RMPAVHLSPL HSLQVFEIRS 
Ovis aries             .......... .......... .......... .......... .......... 
	hyle.fl.sa n.yfmvgh.v ify.m.dd.s .mp...l.pl .s..vfei.. 

                                                 motivo DVD 
                                                 D225 D227            
Bos taurus             EKRWQDISMM RMKTIGEHIV AHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ DKFGVETLGE 
Callithrix jacchus     EKRWQDISMM RMKTIGEHIL AHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ DHFGVETLGQ 
Callithrix sp.         EKRWQDISMM RMKTIGEHIL AHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ DHFGVETLGQ 
Cebus apella           EKRWQDISMM RMKTIGEHIL AHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ DHFGVETLGQ 
Felis catus            EKRWQDISMM RMKIIGEHIV AHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ DSFGVETLGQ 
Sus scrofa             EKRWQDISMM RMKTIGEHIL AHIQHEVDFL FCIDVDQVFQ NNFGVETLGQ 
Sus scrofa             EKRWQDISMM RMKTIGEHIL AHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ NNFGVETLGQ 
Mus musculus           EKRWQDISMM RMKTIGEHIL AHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ DNFGVETLGQ 
Rattus norvegicus BDIX EKRWQDISMM RMKTIGEHIL DHIQHEVDFL FCMDVDQVFQ DNFGVETLGQ 
Ovis aries             .......... .......... ....REVDFL FCMDVDQVFQ DEFGVETLGE 
Consenso               ekrwqdismm rmktigehil ahiqhEVDFL FCMDVDQVFQ #.FGVETLG# 

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Bos taurus             SVAQLQAWWY KADPNDFTYE RRKESAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTQV 
Callithrix jacchus     SVAQLQAWWY KADPDDFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPIQV 
Callithrix sp.         SVAQLQAWWY KADPDDFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPIQV 
Cebus apella           SVAQLQAWWY KADPDDFTYE RRRESAAYIP FGQGDFYYHA AVFGGTPIQV 
Felis catus            SVAQLQAWWY KADPDEFTYE RRKESAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTQV 
Sus scrofa             SVAQLQAWWY KAHPDEFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPTQV 
Sus scrofa             SVAQLQAWWY KAHPDEFTYE RRKESAAYIP FGQGDFYYHA AIFGGTPTQV 
Mus musculus           LVAQLQAWWY KASPEKFTYE RRELSAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTHI 
Rattus norvegicus BDIX LVAQLQAWWY KASPDEFTYE RRELSAAYIP FGEGDFYYHA AVFGGTPVHI 
Ovis aries             SVAQLQAWWY KADPDEFTYE RRKESAAYIP FGEGDFYYHA AIFGGTPTQV 
Consenso               sVAQLQAWWY KAdP#eFTYE RRkeSAAYIP FG#GDFYYHA A!FGGTPtq! 
                          
      
                                         E317                     
Bos taurus             LNITQECFKG ILKDKKNDIE AQWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY 
Callithrix jacchus     LNITQECFKG ILLDKKNDIE AEWHDESHLN EYFLLNKPSK ILSPEYCWDY 
Callithrix sp.         LNITQECFKG ILLDKKNDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPSK ILSPEYCWDY 
Cebus apella           LNITQECFKG ILLDKKNDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPSK ILSPEYCWDY 
Felis catus            LNITQECFKG ILQDKKNDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY 
Sus scrofa             LNITQECFKG ILQDKENDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY 
Sus scrofa             LNITQECFKG ILQDKENDIE AEWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY 
Mus musculus           LNLTRECFKG ILQDKKHDIE AQWHDESHLN KYFLFNKPTK ILSPEYCWDY 
Rattus norvegicus BDIX LNLTRECFKG ILQDKKHDIE AQWHDESHLN KYFLFNKPTK ILSPEYCWDY 
Ovis aries             LNITQECFKG ILKDKKNDIE AQWHDESHLN KYFLLNKPTK ILSPEYCWDY 
Consenso               LNiTqECFKG IL.DKknDIE A#WHDESHLN KYFLlNKPtK ILSPEYCWDY 
 
     zona importante en catálisis  
                                358        368 
Bos taurus             HIGLPADIKL VKMSWQTKEY NVVRNNV 
Callithrix jacchus     HIGLPSDIKT VKLSWQTKEY NLVRNKV 
Callithrix sp.         HIGLPSDIKT VKLSWQTKEY NLVRKNV 
Cebus apella           HIGLPSDIKT VKLSWQTKEY NLVRNNV 
Felis catus            HIGLPSDIKI VKISWQTKEY NLVRNNI 
Sus scrofa             HIGMSVDIRI VKIAWQKKEY NLVRNNI 
Sus scrofa             HIGMSVDIRI VKIAWQKKEY NLVRNNI 
Mus musculus           QIGLPSDIKS VKVAWQTKEY NLVRNNV 
Rattus norvegicus BDIX HIGLPSDIKN VKIAWQTKEY NLVRSNV 
Ovis aries             HIGLPADIKL VKMSWQTK.. ....... 































 !( = 	     	 



























  α  4 























 !I  
  ! 	 (2	
! ,8, * 	  
	














 	 +,)     	







$  <!	  	   	 







 )* )* &

= 	  	  1 


















  	α &
 = 
4 







 	! !9		 
 !  &
5 ! 	 !
2"/(M(.600(

 !	  	 ! 	! 	 
! 
C	!1; ! 	 ! =3E 	  2&)* 	 ((
%
 	α 	 !	 		 
MNW(  ! !	  	  
 M0/W ! ' 	 >=
!  	'!  





>= #  ! !	  	 $  /N(6W * M6(/W

!'α()	!'
  !	  !	  	 




































Nº de residuos % 
"Gaps" 
Score % de 
similitud 
α3GT                AAA30558 368 0.0  2008.0 100,0 
iGb3            AAF82757 272 0.0 719.0 48.5 
GT-B AAD26574 274 0.7 644.0 45.6 
GT-A AAA36792 272 0.7 643.0 45.2 
Forss-S(M)     AAI06832 270 0.4 614.0 43.0 
Forss-S(H)         AAF06145 271 0.4 621.0 42.8 
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             Señal Anclaje a membrana                     
      α3GT  MNVKGKVILS MLVVSTVIVV FWEYIHSPEG SLFWINPSRN PEVGGSSIQK GWWLPRWFNN 
      iGb3  .......... .........M ALEGLRAKKR LLWRLFLSAF GLLG....LY HYWFKIFRLF 
      GT-B  ........MA EVLRTLAGKP KCHALRPMIL FLIMLVLVLF GYGVLSPRSL MPGSLERGFC 
      GT-A  ........MA EVLRTLAGKP KCHALRPMIL FLIMLVLVLF GYGVLSPRSL MPGSLERGFC 
Forss-S(H)  .......... .MHRRRLALG LGFCLLAGTS LSVLWVYLEN WLPVSYVPYY LPCPEIFNMK 
Forss-S(M)  .......... .MTRPRLAQG LAFFLLGGTG LWVLWKFIKD WLLVSYIPYY LPCPEFFNMK 
  Consenso  .......... .......... ..e.lr.... ll..l.ls.f gl.g.s...y ..w...f... 
                         Dominio catalítico  
&
%/ 
      α3GT  GYHEEDGDIN EEKEQRNEDE SKLKLSDWFN PFKRPEVVTM TKWKAPVVWE GTYNRAVLDN 
      iGb3  EVFIPMGICP MAIMPLLKDN FTGVLRHW.. ..ARPEVLTC TSWGAPIIWD ETFDPHVAER 
      GT-B  MAVREPDHLQ RVSLPRMVYP QPKVLTPC.. ...RKDVLVV TPWLAPIVWE GTFNIDILNE 
      GT-A  MAVREPDHLQ RVSLPRMVYP QPKVLTPW.. ....KDVLVV TPWLAPIVWE GTFNIDILNE 
Forss-S(H)  LHYKREKPLQ PVV..WSQYP QPKLLEHR.. ...PTQLLTL TPWLAPIVSE GTFNPELLQH 
Forss-S(M)  LPFRKEKPLQ PVT..QLQYP QPKLLEHG.. ...PTELLTL TPWLAPIVSE GTFDPELLKS 
  Consenso  ....e.g... ....pr..d. ...vL.hw.. ...rp#vlt. T.W.AP!!w# gT%#p.vl.. 
             
                           LBR-A 
      α3GT  YYAKQKITVG LTVFAVGRYI EHYLEEFLTS ANKHFMVGHP VIFYIMVDDV SRMPLIELGP 
      iGb3  EARRQNLTIG LTVFAVGRYL EKYLEHFLVS AEQYFMVGQN VVYYVFTDRP EAVPHVALGQ 
      GT-B  QFRLQNTTIG LTVFAIKKYV .AFLKLFLET AEKHFMVGHR VHYYVFTDQP AAVPRVTLGT 
      GT-A  QFRLQNTTIG LTVFAIKKYV .AFLKLFLET AEKHFMVGHR VHYYVFTDQL AAVPRVTLGT 
Forss-S(H)  IYQPLNLTIG VTVFAVGKYT .HFIQSFLES AEEFFMRGYR VHYYIFTDNP AAVPGVPLGP 
Forss-S(M)  MYQPLNLTIG VTVFAVGKYT .CFIQRFLES AEEFFMRGYQ VHYYLFTHDP TAVPRVPLGP 
  Consenso  .yr.qnlT!G lTVFA!grY. e.%le.FL.s A#khFMvGh. V.%Yvftd.p .avP.!.LGp 
                                                        Motivo DVD 
                             LBR-B                         LBR-C 
      α3GT  LRSFKVFKIK PEKRWQDISM MRMKTIGEHI VAHIQHEVDF LFCMDVDQVF QDKFGVETLG 
      iGb3  GRLLRVKPVR REKRWQDVSM ARMLTLHEAL GGQLGREADY VFCLDVDQYF SGNFGPEVLA 
      GT-B  GRQLSVLEVG AYKRWQDVSM RRMEMISDFC ERRFLSEVDY LVCVDVDMEF RDHVGVEILT 
      GT-A  GRQLSVLEVR AYKRWQDVSM RRMEMISDFC ERRFLSEVDY LVCVDVDMEF RDHVGVEILT 
Forss-S(H)  HQLLSSIPIQ GHSHWEETSM RRMETISQHI AKRAHREVDY FFCLDVDMVF RNPWGPETLG 
Forss-S(M)  GRLLSIIPIQ GYSRWEEISM RRMETINKHI AKRAHKEVDY LFCVDVDMVF RNPWGPETLG 
  Consenso  grll.v.p!. .ekrW##vSM .RM.ti.ehi ......EvD% lfC.DVDqvF .d.fGpEtLg 
 
                  LBR-D                             LBR-E 
      α3GT  ESVAQLQAWW YKADPNDFTY ERRKESAAYI PFGEGDFYYH AAIFGGTPTQ VLNITQECFK 
      iGb3  DLVAQLHAWH FRWPRWMLPY ERDKRSAAAL SLSEGDFYYH AAVFGGSVAA LLKLTAHCAT 
      GT-B  PLFGTLHPSF YGSSREAFTY ERRPQSQAYI PKDEGDFYYM GAFFGGSVQE VQRLTRACHQ 
      GT-A  PLFGTLHPGF YGSSREAFTY ERRPQSQAYI PKDEGDFYYL GGFFGGSVQE VQRLTRACHQ 
Forss-S(H)  DLVAAIHPSY YAVPRQQFPY ERRRVSTAFV ADREGDFYYG GAVFGGQVAR VYEFTRGCHM 
Forss-S(M)  DLVAAIHPGY FAVPRRKFPY ERRQVSSAFV ADNEGDFYYG GALFGGRVAR VYEFTRACHM 
  Consenso  dlvaqlhaw. %..pr..fpY ERrk.SaAyi p..EGDFYYh aa.FGGsva. vl.lT..C.. 
                            E317                                           -> 
                          LBR-F                       LBR-G             LBR-H 
      α3GT  GILKDKKNDI EAQWHDESHL NKYFLLNKPT KILSPEYCWD YHI.GLPADI KLVKMSWQTK 
      iGb3  GQQLDREHGI EARWHDESHL NKFFWLSKPT KLLSPEFCWA EEI.GWRPEI HHPRLIWAPK 
      GT-B  AMMVDQANGI EAVWHDESHL NKYLLRHKPT KVLSPEYLWD QQLLGWPAVL RKLRFTAVPK 
      GT-A  AMMVDQANGI EAVWHDESHL NKYLLRHKPT KVLSPEYLWD QQLLGWPAVL RKLRFTAVPK 
Forss-S(H)  AILADKANGI MAAWREESHL NRHFISNKPS KVLSPEYLWD DRK.PQPPSL KLIRFSTLDK 
Forss-S(M)  AILADKANSI MAAWQEESHL NRHFIWHKPS KVLSPEYLWD ERK.PRPRSL KMIRFSSVKK 
  Consenso  gil.Dk.ngI eA.Wh#ESHL Nkyfll.KPt K.LSPE%cWd ..i.gwpa.i k..r.sw.pK 
            C-terminal 
              LBR-I 
      α3GT  EYNVVRNNV 
      iGb3  EYALVRT.. 
      GT-B  NHQAVRNP. 
      GT-A  NHQAVRNP. 
Forss-S(H)  DISCLRS.. 
Forss-S(M)  NANWLRT.. 
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α3GT, UDP, Mn+2, Lac α3GT, Mn+2 y Lac. Las coordenadas atómicas 




LgtC, UDP-2F-Gal,  Mn+2 UDP-2F-Gal. El flúor de la posición 2 fue 
substituido por hidrógeno para obtener UDP-Gal. 
Este donador Así obtenido fue anclado en 
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 Tm Calculada Tº  de hibridación empleada 
T358A   65,6 50 
K359A   68,6 66,6 
E360A   69,1 67,1 
Y361A   70,8 68,8 
N362A   69,0 67,0 
V363A   77,5 75,5 
V364A   61,3 59,3 
R365A   59,6 50 
N366A   59,5 57,5 
N367A 66,8 64,8 
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Tampón de reacción 1X 
pET15b-3αGT/wt  (plásmido 
molde) 
25ng 
primer mutagénico #1 0.25uM 
primer mutagénico #2 0.25uM 
DNA polimerasa PfuTurbo 2.5U 
  
*  DNA polimerasa EcoZyme 2.5U 














Etapa de la reacción temperatura ºC tiempo 
Desnaturalización inicial 95 30s 
Desnaturalización cíclica 95 30s 
Hibridación depende del primer (ver talbla 2.1) 1min 
*Elongación PfuTurbo 68 15min 
*Elongación EcoZyme 72 15min 
Vuelta a Desnaturalización cíclica 25 veces  
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proteína g/Lt de cultivo proteína g/Lt de cultivo 
WT 29 V363A 33 
T358A 16 V364A 35 
K359A 3 R365A 12 
E360A 10 N366A 12 
Y361A 8 N367A 8 
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wt 36207,5 7,4 5059 47,93 77,54 -0,405 70530 
T358A 36177,5 7,4 5055 47,93 77,86 -0,396 70530 
K359A 36150,4 7,1 5048 47,93 77,86 -0,386 70530 
E360A 36149,5 7,9 5053 47,93 77,86 -0,387 70530 
Y361A 36115,4 7,4 5048 47,93 77,86 -0,394 69250 
N362A 36164,5 7,4 5055 48,69 77,86 -0,387 70530 
V363A 36179,4 7,4 5053 47,93 76,93 -0,412 70530 
V364A 36179,4 7,4 5053 47,93 76,93 -0,412 70530 
R365A 36122,4 7,1 5046 47,53 77,86 -0,384 70530 
N366A 36164,5 7,4 5055 47,53 77,86 -0,387 70530 
N367A 36164,5 7,4 5055 47,93 77,86 -0,387 70530 






Mutante MALDI-TOF Teórico diferencia error % 
wt 36205,00 36207,5 2,27 0,01 
T358A 36182,64 36177,5 5,14 0,01 
K359A 36157,00 36150,0 7,00 0,02 
E360A 36147,00 36149,5 2,50 0,01 
Y361A 36127,00 36115,0 12,00 0,03 
V363A 36184,00 36179,0 5,00 0,01 
N367A 36163,50 36164,5 1,00 0,00 
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Promedio (min) 6.56 7.94 8.55 10.72 





C.V. (%) 0.29 0.64 0.58 0.73 
Promedio (mAU·min) 20,956 20,979 16,490 8,545 
Desviación estándar 0,052 0,044 0,118 0,036 
Área (b) 
C.V. (%) 0,248 0,210 0,714 0,423 
(a) Parámetros estadísticos para el tiempo de migración obtenidos a partir de 12 
inyecciones. (b) A concentración 80 µM de analito. Parámetros estadísticos obtenidos a 
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5 18,530 7,923 256,844 0,428 13,861 14,288 29,926 2,993 
7 13,359 7,377 222,156 0,552 16,629 17,181 32,137 3,214 
10 13,748 10,083 211,729 0,733 15,401 16,134 45,458 4,546 
13 13,211 12,701 214,365 0,961 16,226 17,187 55,933 5,593 
16 14,140 16,239 201,628 1,148 14,260 15,408 74,535 7,453 
20 16,847 21,526 203,731 1,278 12,093 13,371 95,562 9,556 
26 12,491 21,762 198,273 1,742 15,873 17,615 98,902 9,890 
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 [E] (µM) Vo/[E] (s-1) % actividad 
WT   0,90 100,0% 
H315A 0,12 0,13 14,9% 
A282G 2,02 3,77·10-4* 0,042% 
D316A 1,87 3,63·10-4 0,040% 
E317A 1,24 1,86·10-5 0,002% 
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Lactosa 10 mM 
UDP-(1-3H-galactosa) 50 uM 
MnCl2 13 mM 
BSA 0,13 mg/ml 
tampón HK 1 X 
pH 7   
Tº 30 ºC 
Volumen Total 90 ul 
Temperatura 30 ºC 
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UDP-Gal* (uM) 0,5 25 50 
Promedio 118,33 5768,33 11383,00 
Desv. Est. 4,04 144,93 291,44 
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Tiempo  (min) DPM-Blanco [producto] (uM) Rendimiento (%) 
0 0 0,000 0,000 
5 253 1,110 2,220 
10 510 2,237 4,475 
15 720 3,159 6,317 
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Reacciones secuenciales al azar 
Ecuación del sistema 
[ ][ ]









Dependencia del sustrato A 
[ ]





























Los sustratos A y B se unen al enzima aleatoriamente, el 
primero en unirse cambia la constante de disociación del 
segundo por un factor α. De igual manera los productos P 
y Q podrían liberarse al azar y el primero de ellos 
cambiaría la constante de disociación del segundo por un 
factor β.  
Dependencia del sustrato B
[ ]




























Ecuación del sistema 
[ ][ ]







Dependencia del sustrato A 
[ ]


























Los sustratos se combinan con el enzima en un orden 
obligado. Primero se une el sustrato activador, A, y 
posteriormente el segundo sustrato, B, y éste solamente 
puede unirse una vez formado el complejo EA. 
Dependencia del sustrato B 
[ ]



















Ecuación del sistema 
[ ][ ]







Dependencia del sustrato A 
[ ]

















Uno o más productos se liberan antes de que se hayan 
incorporado todos los sustratos. En una primera etapa 
(ping), un grupo funcional del primer sustrato A es 
desplazado del sustrato por el enzima E, dando lugar al 
primer producto P y una forma estable de el enzima F. En 
una segunda etapa (pong), la forma enzimática F une al 
segundo sustrato B, lo cual da lugar al segundo producto 
Q y regenerando la forma inicial de el enzima, E.
Dependencia del sustrato B 
[ ]
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Donador Aceptor Parámetros cinéticos 
*α3GT (Shah et. al. 2000) KmB (µM) KmA (mM) KiB (µM) KiA (mM) kcat (min-1) 
UDP-Gal NAcLac 78 1.1 2.9 0.04 38 
UDP-Gal Lac 35 2.1 5.2 0.3 17 
UDP-Gal β-O-metilgalactosa 15 37 9.4 23 9 
UDP-Gal Galactosa 53 1010 8.3 157 26 
*α3GT (Zhan et. al. 2001) KA (mM) KB (mM) KiA (mM) KiA(mM) kcat (s-1) 
UDP-Gal Lac 0.43 19.9 0.14 6.5 6.4 
UDP-Gal NAcLac 0.52 19.0 0.09 3.3 3.8 
UDP-Gal β-azido lactosa 0.28 2.3 0.25 2.05 4.9 
Hidrólisis kcat x10
3 (s-1) KA (mM) kcat/Km (s
-1·mM-1)   
UDP-Gal H2O 16 ± 1.4 0.103 ± 0.001 155 ± 13   
*α3GT (Monegal y Planas, 2005) KmA (mM) KmB (mM) KiA (mM)  kcat (s-1) 
UDP-Gal Lac 0.031 ± 0.005 1.24 ± 0.26 0.020 ± 0.014  2.00 ±  0.10 
Parámetros aparentes KmA
app (µM) KmBapp (mM) Kcat-Aapp Kcat-Bapp  
UDP-Gal Lac 12.5 ± 1.4 1.55 ± 0.15 1.09 ± 0.03 1.16 ± 0.03  
Hidrólisis kcat  (s
-1) Km (mM) kcat/Km (s
-1·mM-1)   
UDP-Gal H2O 0.022 ± 0.001 12.17 ± 2.48 155 ± 13   
α4GT (Persson et. al. 2002) kcatA (s-1) KmA (µM) kcatB (s-1) KmB (µM)  
UDP-Gal lactosa 14.2 18 24.0 20  
GT-A (Seto et. al. 1997) kcat (s










4.9 0.015 0.005 0.013 330 
GT-B (Seto et. al. 1997) kcat (s










0.3 0.281 0.122 0.285 1.1 
* Los parámetros cinéticos fueron obtenidos por análisis multivariante a diferentes 
concentraciones de aceptor como de dador, uno respecto del otro y viceversa; y también 
a concentraciones saturadas de aceptor y dador (parámetros aparentes). La α3GT 














































-T ?∆  
(kcal/mol) 
UDP (2mM) Mn2+ (2mM) 0.053 ± 0.004 -5.93 ± 0.01 -17.40 ± 0.14 + 11.50 ± 0.14 
UDP (2mM)  n.d.    
UDP-Glc (5mM) Mn2+ (2mM) 0.258 ± 0.008 -4.96 ± 0.04 -8.38 ± 0.16 + 3.42 ± 0.20 
UDP-Gal (5mM) Mn2+ (2mM) 0.060 ± 0.002 -5.86 ± 0.01 -13.81 ± 0.22 + 7.95 ± 0.22 
Lac (100mM) Mn2+ (2mM) n.d.    
Lac (100mM) UDP 2mM) + 
Mn2+ (2mM) 
2.68 ± 0.06 -3.57 ± 0.02 -9.47 ± 0.13 + 5.88 ± 0.13 
LacNAc (10mM) UDP 2mM) + 
Mn2+ (2mM) 
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Transglicosidación WT Q247E H280Q E317Q R365Ke V226Ai 
kcat (s-1) 6.4 ± 0.7 0.14 ± 0.07c 0.77 ± 0.08 (27 ± 7) x 10-4 d 0.17 ± 0.01 3.0 ± 0.3 
KmA (mM) 0.43 ± 0.07 0.66 ± 0.02b 1.02 ± 0.22 0.13 ± 0.05b 0.72 ± 0.06 2.6 ± 0.5 
KmB (mM) 19.9 ± 3.4 20.2 ± 1.9c 33.6 ± 7.6 233 ± 85d 23.8 ± 1.9 1.0 ± 0.45 
KiA(mM) 0.14 ± 0.03 0.15 ± 0.01 0.89 ± 0.25 0.16 ± 0.03f 0.14 ± 0.03 30.5 ± 6.5 
kcat/KiAKmB  
(x106 s-1M-2) 2.3 ± 0.7 0.046 ± 0.023 0.03 ± 0.02 7.2 x 10-5 0.05 ± 0.01 11.7 ± 6.2 
Hidrólisis       
kcat (s-1)x103 16 ± 1 11 ± 0.2 < 2g 0.13 ± 0.01 1.4 ± 0.0 4.8 ± 0.7 
KmA (mM) 0.10 ± 0.00 0.15 ± 0.01 n.d.h 0.16 ± 0.03 0.14 ± 0.02 1.0 ± 0.3 
kcat/KmA (x103 s-1M-1) 0.16 0.073 n.d. 0.00069 0.01 4.8 ± 1.6 
kcat transgl/hidrol 400 12 > 385 51 121 625 
eficiencia catalítica 
transgl/hidrol 14000 630 n.d. 104 5000 2438 
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 WT H315A A282G D316A 
Método: HPCE con derivatización 
kcat (s-1) 1,78±0,05 0,40±0,02  n.d. 
Km (mM) 0,88±0,10 7,0±1,2  n.d. 
kcat/KM 
(s-1mM-1) 
2,02±0,29 0,057±0,01 0,0140±7·10-4  
% 
kcat/KM 
100% 2,8% 0,7%  
Método radiométrico 
kcat (s-1) 1,16±0,03   (7,6±0,6)·10-4 
Km (mM) 1,55±0,15   3,62±0,56 
kcat/Km 
(s-1mM-1) 
7,52·10-1   2,10·10-4 
% 
kcat/KM 
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Transglicosidación WT W249G W250Y W250F W314Y W356T 




KmA (mM) 0.43 ± 
0.07 
0.84 ± 0.17a 2.24 ± 
0.27 
4.00 ± 0.33 0.72 ± 0.07a 0.85 ± 
0.03a 
KmB (mM) 19.9 ± 3.4 > 200 c 9.8 ± 1.2 21.5 ± 1.8 9.7 ± 0.8b 126 ± 8b 
KiA(mM) 0.14 ± 
0.03 
0.21 ± 0.04e 0.15 ± 
0.09 




2.3 ± 0.7 ∼0.019 5.5 ± 4.6 6.1 ± 3.6 0.16 ± 0.02 0.017 
Hidrólisis       
kcat (s-1)x103 16 ± 1 16 ± 1 29 ± 1 23 ± 0.2 18 ± 0.3 1.1 
KmA (mM) 0.10 ± 
0.00 
0.21 ± 0.04 0.23 ± 
0.01 
0.15 ± 0.02 0.14 ± 0.01 0,25 ± 0.02 
kcat/KmA (x103 s-1M-1) 0.16 0.076 0.13 0.15 0.16 0.0044 
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 enzima Vo/[E] (s-1) Actividad Relativa (%) 
wt 1,4 ± 0,02 100 
T358A 1,4 ± 0,02 100 
K359A Actividad no detectada 
E360A 1,8 ± 0,02 130 
Y361A Actividad no detectada 
N362A 0,7 ± 0,06 53 
V363A Actividad no detectada 
V364A 0,2 ± 0,01 13 
R365A Actividad no detectada 
N366A 1,4 ± 0,06 101 
N367A 1,4 ± 0,07 102 
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WT 1,6 ± 0,03 8,1 ± 0,5 0,2 ± 0,02 100 
T358A 1,5 ± 0,03 4,4 ± 0,5 0,4 ± 0,04 178 
K359A no se detectó actividad 0,0 
E360A 2,3 ± 0,05 9,4 ± 0,9 0,2 ± 0,03 120 
Y361A no se detectó actividad 0,0 
N362A 0,9 ± 0,03 9,1 ± 1,5 0,1 ± 0,02 51 
V363A no se detectó actividad 0,0 
V364A 0,2 ± 0,003 9,0 ± 0,5 0,03 ± 0,002 12 
R365A no se detectó actividad 0,0 
N366A 1,6 ± 0,01 6,7 ± 0,3 0,2 ± 0,01 121 
N367A 1,5 ± 0,01 2,7 ± 0,5 0,5 ± 0,06 276 
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:   (mM) 
WT 0,9 ± 0,02 0,7 ± 0,06 1,4 ± 0,2 100  
T358A 1, 5 ± 0,04 0,9 ± 0,1 1,7 ± 0,2 120  
K359A no se detectó actividad   
E360A 2,4 ± 0,3 1,7 ± 0,4 1,4 ± 0,4 101 21,4 ± 6,3* 
Y361A no se detectó actividad   
N362A 1,1 ± 0,1 1,2 ± 0,3 0,9 ± 0,3 64 21,6 ± 6,6* 
V363A no se detectó actividad   
V364A  > 0,6 ± 0,1 > 19,3 ± 5,6** 0,03 ± 0,02 2  
R365A no se detectó actividad   
N366A 2,1 ± 0,1 0,7 ± 0,1 2,8 ± 0,6 202 43 ± 12* 
N367A 2,3 ± 0,4 1,6 ± 0,7 1,4 ± 0,9 103 50 ± 47 * 
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Urea 0 - 6 M 
Proteína 20 µg/ml 
Volumen 1200 µl 
MnCl2 13 mM 
UDP-Gal 50 µM 
Tampón HEPES KCl  (pH) 7  
Temperatura 30 ºC 
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Sin UDP Con UDP 
Proteína 
m (Jmol-2) [D]50% (M) m (Jmol
-2) [D]50% (M) 
wt  6828 ± 883 2,3 ± 0,07 6686 ± 1050 3,1 ± 0,06 
T358A  8055 ± 1899 2,1 ± 0,09 9207 ± 1380 2,8 ± 0,05 
K359A  7200 ± 1236 1,5 ± 0,07 7876 ± 1068 1,7 ± 0,05 
E360A  13052 ± 2592 2,4 ± 0,05 11192 ± 2702 2,9 ± 0,06 
Y361A  5618 ± 442 1,2 ± 0,05 5282 ± 329 1,6 ± 0,05 
N362A  10447 ± 2329 1,6 ± 0,10 8952 ± 767 2,4 ± 0,03 
V363A  9008 ± 1318 1,6 ± 0,08 8600 ± 1420 2,5 ± 0,05 
V364A  8489 ± 619 1,7 ± 0,03 8832 ± 1098 2,2 ± 0,04 
R365A  9436 ± 716 1,8 ±0,04 11180 ± 2955 2,3 ± 0,08 
N366A  11271 ± 1420 1,7 ± 0,05 8952 ± 767 2,4 ± 0,03 
N367A  14739 ± 1872 2,2 ± 0,03 9608 ± 1893 2,8 ± 0,06 
V368A  14629 ± 1984 2,4 ± 0,03 17011 ± 6228 2,9 ± 0,07 
D225A  13925 ± 1273 1,7 ± 0,03 17812 ± 3836 1,7 ± 0,05 
E317A  7503 ± 1118 1,7 ± 0,17 15438 ± 1904 1,6 ± 0,02 
promedio 10014  10473  

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∆ ∆ G 
(kJ/mol) 
Con UDP 
∆ ∆ G 
(kJ/mol) 
Con UDP –  
Sin UDP 
∆ ∆ G (kJ/mol) 
wt  23,37 32,02   8,65 
T358A  21,19 28,91 2,18 3,11 7,72 
K359A  14,85 17,48 8,52 14,54 2,63 
E360A  23,61 30,82 -0,24 1,20 7,21 
Y361A  11,69 16,59 11,68 15,43 4,90 
N362A  16,48 24,94 6,89 7,08 8,46 
V363A  16,41 26,27 6,96 5,75 9,87 
V364A  16,62 23,38 6,75 8,64 6,76 
R365A  17,84 23,98 5,53 8,04 6,14 
N366A  16,86 24,94 6,52 7,08 8,08 
N367A  22,42 29,41 0,95 2,61 6,99 
V368A  24,10 30,67 -0,73 1,35 6,57 
D225A  17,12 17,45 6,25 14,57 0,33 
E317A  16,93 16,81 6,44 15,21 -0,12 
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pb ng de MIII en 1 µL ng de MIII en 3 µL 
21226 109.4 328 
5148 26.5 79 
4973 25.6 77 
4268 22.0 66 
3530 18.2 54 
2027 10.5 31 
1904 9.8 29 
1584 8.2 24 
1375 7.1 21 
947 4.9 15 
831 4.3 13 
564 2.9 8.7 
125 0.6 2 
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Tipo de DNA 

































PASO TEMPERATURA TIEMPO 
1 98 ºC 5 min 
2 94 ºC 3 min 
3 96 ºC 30 seg 
4 50 ºC 15 seg 
5 60 ºC 4 min 
6 29 veces a partir del paso 3 
7 4 ºC Infinito 
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Stocks   Condiciones de reacción  
Lactosa 100 mM Lactosa 10 mM 
UDP-Gal* 500 µM UDP-Gal* variable µM 
UDP-Gal* 250 µM      
MnCl2 130 mM MnCl2 13 mM 
BSA 2 mg/ml BSA 0,13 mg/ml 
tampón HK 10 X tampón HK 1 X 
   pH 7   
   Tº 30 ºC 
Enzima 0,1327 µM Enzima 0,0037 µM 




















(µl) Enzima  
8 2,9 51,77 9 9 5,85 9 2,5 
12 4,3 50,33 9 9 5,85 9 2,5 
20 7,2 47,45 9 9 5,85 9 2,5 
30 10,8 43,85 9 9 5,85 9 2,5 




50 9,0 45,65 9 9 5,85 9 2,5 
100 18,0 36,65 9 9 5,85 9 2,5 
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Stocks   Condiciones de reacción  
Lactosa 100 mM Lactosa variable mM 
UDP-Gal* 500 µM UDP-Gal* 50 µM 
Lactosa 10 µM      
MnCl2 130 mM MnCl2 13 mM 
BSA 2 mg/ml BSA 0,13 mg/ml 
tampón HK 10 X tampón HK 1 X 
   pH 7   
   Tº 30 ºC 
Enzima 0,1327 µM Enzima 0,0037 µM 


















(µl) Enzima  
0,5 4,5 50,15 9 9 5,85 9 2,5 
1 9,0 45,65 9 9 5,85 9 2,5 
2 18,0 36,65 9 9 5,85 9 2,5 
Stock 
Lactosa 10mM 
3 2,7 51,95 9 9 5,85 9 2,5 
6 5,4 49,25 9 9 5,85 9 2,5 
9 8,1 46,55 9 9 5,85 9 2,5 
12 10,8 43,85 9 9 5,85 9 2,5 













































Urea 0 - 6 M 
Proteína 20 µg/ml 
Volumen 1200 µl 
MnCl2 13 mM 
Tampón HEPES KCl  (pH) 7  
Temperatura 30 ºC 
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0,0 0 900 120 120 60 
1,0 150 750 120 120 60 
1,5 225 675 120 120 60 
2,0 300 600 120 120 60 
2,2 330 570 120 120 60 
2,4 360 540 120 120 60 
2,6 390 510 120 120 60 
2,8 420 480 120 120 60 
3,0 450 450 120 120 60 
4,0 600 300 120 120 60 
5,0 750 150 120 120 60 
6,0 900 0 120 120 60 
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0,0 0 900 120 120 60 
1,0 150 750 120 120 60 
1,5 225 675 120 120 60 
2,0 300 600 120 120 60 
2,2 330 570 120 120 60 
2,4 360 540 120 120 60 
2,6 390 510 120 120 60 
2,8 420 480 120 120 60 
3,0 450 450 120 120 60 
4,0 600 300 120 120 60 
5,0 750 150 120 120 60 
6,0 900 0 120 120 60 
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